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Abstract
In this report it's examined to which extent the kinetics of TrCel12A's decomposition of Avicel
can be described by means of the reversible inactivation model mentioned in (Murphy et al.
2012). The model describes how an enzyme bonds with a substrate and forms a complex (ES)
which is either converted to free enzyme (E) and product (P) or turned into an inactive complex
(EX). In addition, it was investigated what information can be derived about the corresponding
rate constants. In order to evaluate the model there have been carried out a series of experiments
with a fixed initial concentration of enzyme, E0, and varying initial concentration of Avicel,
S0. During the test, the concentration of free enzyme and product was measured. From the
reversible inactivation model there has been written up a system of differential equations,
which is subsequently solved analytically. The resulting equations for P(t) and E(t) is used
for fitting the modet to data. In the report it was found, that it is not possible to find exact
values of the rate constants directly from the analytical solution. This will require a detailed
analysis of the resulting equations. However, it was possible to estimate the values ??of the rate
constants and from these the concentration of the inactive and active complex is calculated.
From these calculations it appears that the the majority of the enzyme kompleksest is located
in the inactive form. The half-lives of the subreactions in the model is calculated and in the
experiment with S0 = 25 g/l and E0 = 0, 4 µM it was found that t 1
2
= 1732, 87s for EX→ES and
t 1
2
= 0, 02s for ES→E+P . The analysis shows that, according to the model, is difficult for enzymes
to get free from the inactive complex, and this is the rate-determining step. It is concluded that
the model to some degree can imitate the trends seen in the data, but that in future work it
should be take into account that the interaction between the enzyme and substrate is a surface
process and not two molecules colliding.
Resume
Det er i denne rapport blevet undersøgt i hvilken grad kinetikken for TrCel12A's nedbrydning
af Avicel kan beskrives ved hjælp af den reversibel inaktiveringsmodel omtalt i Murphy et al.
(2012). I modellen går et enzym sammen med et substrat(S), og danner et kompleks (ES) som
enten omdannes til frit enzym (E) og produkt (P), eller bliver til et inaktivt kompleks(EX). Des-
uden blev det undersøgt hvilke informationer der kan udledes om de tilhørende ratekonstanter.
For at kunne evaluere modellen er der blevet udført en række forsøg med en fast startkoncen-
tration af enzym, E0, og varierende startkoncentrationer af avicel, S0. Under forsøget bliver
koncentrationen af frit enzym og produkt løbende målt. Fra den reversible inaktiverings model
er der blevet opskrevet et differentialligningssystem, som efterfølgende løses analytisk. Dette
resulterende i funktionsforskrifter for P(t) og E(t) som fittes til data.
I rapporten blev det fundet at det ikke er muligt at finde eksakte værdier for ratekonstanterne
direkte fra den analytiske løsning. Dette vil kræve en nærmere analyse af de resulterende funk-
tionsforskrifter. Det var dog muligt at estimere værdier for ratekonstanterne og ud fra disse
kunne koncentrationen af det inaktive og aktive kompleks udregnes. Fra disse udregninger ses
det at langt største delen af enzym kompleksest findes på inaktive form. Halveringstiderne af
delreaktionerne i modellen blev udregnet og i forsøget med S0 = 25 g/l og E0 = 0, 4 µM blev
det fundet at t 1
2
= 1732, 87s for EX→ES og t 1
2
= 0, 02s for ES→E+P . Analysen viser altså at ifølge
modellen er det svært for enzymerne at komme fri fra det inaktive kompleks, og dette bliver
det hastighedsbestemmende trin. Det konkluderes at modellen i nogen grad kan efterligne de
tendenser der ses i data, men at der ved videre arbejde bør tages højde for at interaktionen
mellem enzym og substrat er en overflade process og ikke to molekyler der kolliderer.
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1 Introduktion
I takt med en stigende global opvarmning er der kommet en voksende efterspørgsel på alter-
nativer til fosile brændstoffer. Celluose findes overalt på vores klode og det estimeres at der er
bundet 7, 2 · 1011 ton i plantemateriale verden over (Karlsson et al. 2002). Kan dette omdannes
til brændstof er dette en god konkurrent til de forsile brændstoffer. At omdanne cellulose til
bioethanol er en process der er blevet undersøgt i mange år. Der er stadig udfordringer ved pro-
cessen før den kan blive rigtig konkurrencedygtig overfor de konventionelle brændstof metoder.
Overordnet set produceres bioethanol ved at cellulose, der stammer fra forskellige biomasser
såsom kornrester eller træ spåner, nedbrydes til glukose. Glukose kan fermenteres til ethanol der
kan bruges til brændstof(Wilson 2009). Til nedbrydning af cellulose bruges der ofte enzymer.
Enzymer er proteiner med katalytiske egenskaber der findes overalt i naturen. En af udfordrin-
gerne ved at producere bioethanol på denne måde er at enzymerne ikke er særligt effektive,
hvilket gør processen langsom og dyr (Rubin et al. 2007). Derfor er der en stor interesse i at
undersøge hvordan de brugte enzymer virker og hvilken mekanisme der gør dem langsomme.
Ved man dette, kan man optimere enzymerne således at de bliver mere effektive og dermed gøre
hele processen billigere og mere konkurrencedygtig.
Cellulose kommer fra plantemateriale, hvor den er den største bestanddel (Horn et al. 2012).
Det optræder som lange kæder af glukose der er sat sammen med β − 1, 4−bindinger. Dette
betyder at det er β-glukose molekyler der er sammensat ved 1. og 4. C atom, se figur 1b. Cellu-
losekæderne ses i figur 1a. De lange kæder er bundet sammen via hydrogen bindinger og danner
en krystallinsk struktur der kaldes mikrofibril (figur 1a). Mikrofibrilstrukturen gør at cellulose
ofte er uopløseligt i vand og gør det ligeledes svært for enzymerne at binde sig til glukosekæ-
derne. Ofte findes der både meget ordnede krystallinske områder i cellulosen samt områder der
er mere uordnede (amorfe) (Horn et al. 2012). Disse områer gør det nemmere for enzymet at
angribe kæden og det er estimeret at hydrolysen af cellulose går 3-30 gange hurtigere i den
amorfe struktur end i den krystallinske (Zhang & Lynd 2004).
(a) Strukturelt overblik over cellulose samt cellulose mi-
krofibril. Modificeret figur fra (Horn et al. 2012).
(b) β − 1, 4−bindinger i cellulose kæden.
Figur 1
De enzymer der nedbryder cellulose betegnes cellulaser og findes naturligt i bakterier og
svampe. Der findes mange forskellige typer cellulase, hver med forskellige funktioner og ned-
brydningen af cellulose sker ved et sammenspil mellem disse forskellige typer enzymer. Over-
ordnet set kan man sige at der i nedbrydning af cellulose indgår tre forskellige enzymtyper;
endoglucanase, exoglucanase og β-glucosidase. Endoglucanase kan binde til cellulose vilkårlige
steder og hydrolysere de intramolykylære β-1,4-glucose bånd der er tilgængelige, for derved
at danne nye kæde ender. Exoglucanase angriber kun kæde enderne og danner cellobiose eller
glukose og β-glucosidase hydrolysere disse cellobiose til glukose (Zhang et al. 2006). Cellulaser
virker altså ved at hydrolysere cellulosen, dette vil sige at β−1, 4−bindingen bliver brudt under
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optagelse af vand.
Ved fremstilling af bioethanol vil der bruges en blanding af disse tre typer enzymer for at få
den mest effektive produktion. Vil man undersøge hvorledes enzymerne agerer ved nedbrydning
af cellulose kan det dog være en fordel at kigge på et isoleret system, hvori der kun findes en
bestemt type enzym.
1.1 Enzymkinetik
Et af værktøjerne til at undersøge enzymers mekanisme er ved at bestemme reaktionshastighe-
den og hvordan denne opfører sig når der ændres på forskellige forsøgsparametre. Dette kaldes
at kigge på enzymernes kinetik og er en af de ældste måder at undersøge enzymer på. I 1913
kom Leonor Michaelis og Maud Menten med den teori at enzym mekanismen foregår i to trin
(Nielseon & Cox 2008). Først binder enzymet sig til et substrat og former et kompleks. Der-
næst bryder komplekset ned til rent enzym og produkt. Enzymet forbliver uændret da det er
en katalysator og kan fortsætte med et nyt substrat. Dette er illustreret på figur 2a. Nedenstå-
ende model (1) repræsenterer dette, hvor E er frit enzym, S er substrat, P er produkt, ES er
enzym-substrat komplekset og k er de respektive ratekonstanter.
E + S
k1

k−1
ES
k2−→ E + P (1)
(a) Enzym angriber et substrat som omdannes til pro-
dukt og derefter frigives. Taget fra (Ingalls 2014)
(b) Teoretisk udvikling af [P] ved brug af model (1)
Figur 2
Et interessant aspekt ved denne model er at kigge på hvordan koncentrationen af produkt,
herefter noteret ved [P], opfører sig over tid. Det ses at modellen overordnet set kan deles op i
to dele. Ved forsøgets begyndelse skal enzym og substrat gå sammen i komplekset.
E + S
k1

k−1
ES (2)
Hastigheden hvormed ES dannes styres af forholdet mellem k1 og k−1 og er fundet til at gå
meget hurtigt, ofte inden for mikrosekunder (Nielseon & Cox 2008). Så snart der er dannet et
kompleks vil dette forsætte i reaktionen og blive til produkt og frit enzym.
ES
k2−→ E + P (3)
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Udviklingen af produkt er skitseret på figur 2b. Først ses der en indledende fase hvor ligevægten
E+S 
 ES vil indstille sig. Under denne fase vil der ikke dannes noget produkt og det er den
del der er markeret på figur 2b. Dette trin er som sagt meget hurtigt og vil derfor ofte være
umuligt at se i eksperimentelle data. Så snart ligevægten har indstillet sig vil der være steady-
state i systemet og dette medfører at [P] stiger konstant, som det ses på figuren. k2 er fundet til
at være betydelig langsommere end både k1 og k−1 og er derved hastighedsbestemmende for.
1.1.1 Studie af Trichoderma reesei endoglucanaser
I et studie af Murphy et al. (2012) er det vist at model (1) ikke er fyldestgørende til at beskrive
den kinetik man har observeret for de tre største endoglucanaser fra svampen Trichoderma
reesei, TrCel7B, TrCel5A og TrCel12A (Murphy et al. 2012).
Her er det observeret at når endoglucanaserne nedbryder substrat så opstår der en startfase
hvor hastigheden hvormed produkt dannes er meget hurtigt, men at der efter noget tid sker et
fald i produktionshastigheden. Dette er skitseret på figur 3.
Figur 3: I (Murphy et al. 2012) er det observeret at ved nedbrydning af cellulose eksisterer der en en indledende
"burst fase"hvorefter reaktionshastigheden falder. Dette er skitseret her.
Denne startfase kaldes burst fasen og er af interesse for både forskere og erhvervslivet.
Industrielt er den interessant i forhold til at øge produktiviteten i nedbrydning af cellulose.
Studier viser at inden for de første 24 timer er der nedbrudt 50 % af cellulosen, men at der går
2-5 dage før man har opnået 80% (Murphy et al. 2012). En bedre forståelse af kinetikken kunne
potentielt forklare dette og give en indikator for hvor enzymet kan optimeres for at fremskynde
denne process.
Studiet af endoglucanaserne i Murphy et al. (2012) ledte til et forslag til en ny model, hvori
det indgår at enzym-substrat komplekset kan blive inaktivt. Denne model kaldes den reversible
inaktiveringsmodel (RI). Den reversible inaktiveringsmodel er en simplere version af tilfældet
hvor der sker uncompetitive inhibition. Her binder en hæmmer til enzymet i enzym-substrat
komplekset og forhindre det i at fortsætte processen mode frit enzym og produkt (Nielseon &
Cox 2008). Dette sker dog ofte kun når der er to forskellige substrater til stede og derfor kan
det ikke være tilfældet i dette tilfælde.
Murphy et al. (2012) foreslår at der er steder i substratet hvor enzymet kan blive fanget og
derved blive til et inaktivt kompleks, EX. Dette anses for at være en reversibel process, altså
vil komplekset over tid blive aktivt igen. Dette er illustreret på figur 4.
3
Figur 4: Endoglucanaser angriber cellulose strengen tilfældigt. Somme tider kan enzymet blive fanget og dermed
bliver de til inaktive komplekser (B). Taget fra (Murphy et al. 2012)
RI modellen ser således ud
E + S
k1
k−1
ES
k2
E + P
k
3
k−
3
EX
(4)
Ud fra RI modellen (4) kan vi se på hvordan koncentrationen af produkt vil udvikle sig over
tid. Hvis vi antager at ligevægten
ES
k3
k−3
EX
er meget langsommere end
E + S
k1
k−1
ES
vil reaktionen ved start ligne reaktionen for model (1). Men på et tidspunkt vil noget af det
aktive kompleks indgå i ligevægten med det inaktive kompleks hvilke resulterer i at koncen-
trationen af det aktive kompleks vil falde og dermed vil hastigheden hvorved produkt dannes
formindskes. Dette er skitseret på figur 5. Også for denne model vil den første fase, hvor ES
opstår, foregå inden for mikrosekunder og derfor ikke være til at se i eksperimentelle data.
Figur 5: Teoretisk udvikling af [P] ved brug af den reversible inaktiv model
I dette projekt vil en af de tre endoglucanaser det blev studeret i Murphy et al. (2012)
undersøges. Der kigges på endoglucanasen TrCel12A. Det vil blive undersøgt i hvilken grad
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RI modellen kan beskrive kinetikken for TrCel12A's nedbrydning af det krystallinske cellulose
Avicel. Dette gøres ved at der laves en række eksperimenter med TrCel12A og Avicel og dernæst
sammenholde data fra disse mod modellen.
Det vil yderligere blive undersøgt hvilke informationer det, ud fra RI modellen, er muligt at
finde for de forskellige ratekonstanter og om det er muligt at finde en værdi for disse.
1.2 Problemformulering
I hvilken grad kan kinetikken for TrCel12A's nedbrydning af Avicel beskrives af RI modellen?
Hvilke informationer kan der udledes om de tilhørende ratekonstanter k1, k−1, k2, k3 og k−3?
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2 Forsøg
2.1 Forsøgsbeskrivelse
For at kunne beskrive TrCel12A's nedbrydning af Avicel laves der en række forsøg med varie-
rende startkoncentration af substrat, S0. Forsøgene laves over en tidsperiode hvor der udtages
prøver som efterfølgende bruges til at bestemme niveauet af frit enzym og produkt i opløsningen
til det givne tidspunkt.
Alle forsøg laves med enzymet TrCel12A og cellulosen Avicel. Avicel er et ikke-opløseligt
krystallinsk cellulose der udvindes fra træspåner. Det består af 50-70 % krystallinsk dele og
30-50% amorfe dele (Zhang & Lynd 2004). Der er lavet en stamopløsning på 50 g/l Avicel med
0,01% NaAzid hvorfra alle opløsninger er lavet.
I forsøgene bruges desuden en buffer for at holde pH på 5.
2.2 Fremgangsmåde
Der laves forsøg hvor der udtages prøver over tid. Forsøget laves i et kar med dobbeltglas, således
at der kan flyde vand indvendigt. Det indvendige vands temperatur styres af et vandbad som
sættes på 40.60 ◦C. Dette resultere i at væsken der er i selve karet bliver præcist 40 ◦C. Karene er
fastmonteret på en magnetomrører så forsøget hele tiden er i omrøring. Et billede af opstillingen
ses på figur 6.
Figur 6: Billede af opstillingen brugt ved alle forsøg. Her ses to små kar med indbygget vandbad fastmonteret
på hver sin magnetorører.
Fremgangsmåden for forsøget er som følgende:
 Avicel overføres fra flasken ved hjælp af en autopipette. Det er vigtigt at flasken der
indeholder Avicel hele tiden er under omrøring. På den måde sørger vi for at der er en
lige fordeling af substrat i hele flasken og får den rigtige koncentration af substrat over i
forsøget.
 Før der tilsættes enzym til forsøgt udtages to prøver. Disse bruges som bundlinje ved
databehandlingen. Desuden måles temperaturen af væsken.
 Enzym tilsættes og stopuret startes.
 Der udtages nu prøver efter en bestemt tidsplan. Tidsplanen variere for de forskellige
forsøg og angives senere. Ved hver prøve udtages 250 µl fra karret over i et eppendorf rør
og dette centrifugeres i 60 sekunder.
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 Fra det centrifugerede rør tages 200 µl væske (det overskydende substrat har bundfældet
sig) som overføres til en 1,5 ml protein lobind rør.
 Prøverne nummereres og bruges efterfølgende til at måle hhv. frit enzym og frit produkt.
Hvis prøverne ikke køres samme dag fryses de ned for at undgå bakterievækst.
Spectrofluorimetry
Til at måle koncentrationen af frit enzym i opløsningen udyttes det at dele af enzymet ved
visse bølgelængder er fluoriserende. De fluoriserende dele af enzymet kaldes lysstof og i spectro-
fluorimetry udnytter man at disse lysstoffer absorbere lys ved en bestemt bølgelængde (λex) og
efter en tid, kaldet den fluoriserende livstid, vil de udsende energi ved en længere bølgelængde
(λem) (Ghisaidoobe & Chung 2014). Det største lysstof i proteiner er aminosyren tryptophan.
Tryptophan absorberer lys ved 275-295 nm og udesender lys ved 330-340 nm (Fersht W. H.
freeman and company). Der blev derfor målt fluorescens ved λex= 280 nm og λem = 340 nm
på en spektraMaxi3 maskine.
Ved centrifugering af prøverne bundfælder al overskydende substat, og derved også det en-
zym der er bundet til substrat. Derfor vil der i prøven kun findes frit enzym, produkt og buffer.
Det vil derved være muligt at finde koncentrationen af det frie enzym, [E], ved hjælp af en
standardkurve. Standardkurven laves ved at en standardrække med kendte enzym koncentra-
tioner køres. Resultatet kan plottes som funktion af den kendte koncentration og derved fås en
ret linje. Funktionsforskriften fra denne bruges til at omregne fra bølgelængde til koncentration.
Selve forsøget blev udført ved at det tages 100 µL af prøven over i en sort 96 brøndplade.
Desuden blev der lavet en standard række af kendte enzym koncentrationer som blev kørt på
samme brøndppalden. For hver ny plade der køres, laves der også en ny standard kurve. Dette
gøres for at undgå eventuelle forskelle mellem målingerne.
Pahbah
Til at måle mængden af produkt bruges 4-hydroxy-benzhydrazide (pahbah). Pahbah metoden
udnytter at når der fraspaltes produkt er det glukosebindinger der hydrolyseres og produktet
der kommer ud vil have en reducerende ende og en ikke-reducerende ende. Dette sker uanset om
det er glukose, cellobiose eller større kæder som enzymet klipper af. På figur 7 ses en illustration
af en reducerende ende på cellobiose.
Figur 7: Reducerende og ikke-reducerende ende på cellobiose. Taget fra (Galsgaard et al. 2015)
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Metoden går ud på at man tilsætter en blanding af Pahbah opløst i en basisk buffer til
ens prøver. Pahbah vil så reagere med de reducerende ender i prøven og danne hydrazone som
har en gul farve. Hydrazone absorberes ved 410 nm og ved hjælp af et spektrofotometer kan
man måle mængden af hydrozon, altså mængden af reducerede ender, i prøven. Reaktionen
ses på figur 8. Metoden måler altså koncentrationen af produkt efter reaktionen og siger intet
om dette produkt er glukose, cellobiose eller længere kæder. Igennem resten af rapporten vil
koncentrationen af produkt noteres [P].
Selve forsøget blev udført ved at der laves en 15 mg/ml opløsning af 4-hydroxy-benzhydrazid i
buffer i et mørkt rør og denne står i minimum 20 minutter. Der laves en standard række med
kendte glukose koncentrationer. I en 96 PCR brøndplade tilføres i hver brønd 60 µl standard
eller prøve samt 90 µl pahbah reagent. PCR pladen overdækkes med alufolie og sættes i en
termomixer i 20 min på 70◦ ved 300 rpm. Efter dette overføres 100 µl til en klar 96-brøndplade
som køres på en SpectraMaxi3 via programmet SoftMaxPro 6.3. Der måles for absorbans ved
410 nm.
Via standard rækken laves der en standardkurve som bruges til at omdanne absorbans data til
koncentration. Som ved målingerne med frit enzym laves der nye standardkurver for hver plade
der køres.
Figur 8: De reducerende ender reagerer med Pahbah og danner hydrazone som er gult.
2.3 Sikkerhed
Der bæres kittel ved al ophold i laboratoriet.
I forsøget bruges der en 327 M opløsning af TrCel12A som stamopløsning. Enzymer er aller-
gifremkaldende ved indånding og derfor er det ikke nødvendigt at bære handsker når enzymet
behandles. Det samme gælder for Avicel.
Når opløsningen til PAHBAH laves skal der bruges handsker og briller da stoffet har H315
(hudirritation), H319 (Øjenirritation) og H335 (Specifik målorgantoksicitet).
2.4 Forsøgsserier
Som nævnt tidligere er målet at lave en række forsøg hvor startkoncentrationen af enzym, E0,
fastholdes og startkoncentrationen af substrat, S0, varieres. Før disse kan udføres er der lavet
en række forsøg der har til formål at spore os ind på hvilke enzymkoncentration, total volumen
og tidsskala forsøgene skal køres ved.
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2.4.1 Valg af volumen og enzym koncentration
For at bestemme hvilen volumen, enzymkoncentration og tidsskala der skal bruges i forsøget
med varieret S0 laves der en række forsøg hvor disse parametre varieres. I tabel 1 er der en
oversigt over hvilke forsøg der blev udført.
Tabel 1: Oversigt over de forkellige forsøg. Alle forsøg er udført ved T = 40◦C
# volumen Venz E0 Vavicel S0 Vbuffer Cbuffer
1 10 ml 15 µl 0,53 µM 5 ml 50 g/l 5 ml 50 mM
2 12 ml 18,6 µl 0,53 µM 6 ml 50 g/l 6 ml 50 mM
3 12 ml 28 µl 0,795 µM 6 ml 50 g/l 6 ml 50 mM
4 12 ml 37 µl 1,06 µM 6 ml 50 g/l 6 ml 50 mM
5 12 ml 14 µl 0,4 µM 6 ml 50 g/l 6 ml 50 mM
6 12 ml 9,3 µl 0,27 µM 6 ml 50 g/l 6 ml 50 mM
Forsøgene resulterede i at startvolumen af forsøgene skal være 12 ml. Denne total volumen
vælges da dette resultere i at der ved sidste prøve er nok væske tilbage i karet til at give en
jævn fordeling af substrat.
For at undersøge hvilken start koncentration af enzym, E0, der skulle køres med i forsøget laves
der en række forsøg med varierende E0 og fast S0. Som det ses i tabel 1 laves der forsøg med 5
forskellige E0.
Figur 9: Frit enzym over tid for forskellige E0 og tidsskala. Illustration uden streger findes i appendix A.1
På figur 10 er koncentrationen af produkt, målt ved Pahbah metoden, vist for de forskellige
E0. Generelt for alle forsøgene er at de stiger meget i starten hvorefter kurverne afbøjer.
På figur 9 ses koncentrationen af frit enzym over tid for de forskellige E0. Det var fra forsøgets
start forventet at der først ville ses et fald i enzymkoncentrationen og at de derefter ville være
konstante. Det kan dog observeres at for alle forsøgene hopper datapunkterne meget og at der
for ingen af forsøgene er en pæn glat kurve. Der ses en svag nedadgående tendens for alle
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Figur 10: [P] over tid for forskellige E0 og tidsskala. Illustration uden streger findes i appendix A.1
forsøgene, men udsvingene er så store at det ikke er til at sige noget klart. Den ønskede E0
til de fremtidige forsøg skal være så lav som muligt, da vi gerne vil være i en situation hvor
S0  E0. Noget tyder på at vælges E0 for lav vil der komme mange usikkerheder ved den valgte
målemetode. Fx er det observeret at det første datapunkt for forsøget med E0 = 0, 265µM er
389,87 nM, på trods af at der kun er tilsat 265 nM enzym til opløsning. Altså er der i dette
forsøg en ret stor usikkerhed.
Det vælges at E0 = 0, 4µM for de efterfølgende forsøg, da denne er noglelunde konstant og en
af de lave værdier.
Tidsperioden for forsøget vælges til 149 min. da det her ligner at der er kommet steady state
i systemet. Der udtages prøver efter tidsskemaet vist i tabel 2. Der tages altså en del prøver i
starten hvorefter tidsintervallet mellem røverne bliver støre.
Tabel 2: Tabel over tidsskemaet hvormed prøverne udtages
Tidsskema i minutter
0,5 2 4 6 12 18 24 30 36 42
53 65 77 89 101 113 125 137 149
2.4.2 Variation af substrat startkoncentrationen
Som nævnt tidligere laves der forsøg med varerende S0 for at kunne analysere TrCel12A's
nedbrydning af Avicel. I tabel 3 ses en oversigt over de forskellige forsøg
Tabel 3: Tabel over forsøg med varierende S0. Alle forsøg er lavet ved 40 ◦.
# volumen Cenz 'C'avicel
1 12 ml 0,4 µM 1 g/L
2 12 ml 0,4 µM 5 g/L
3 12 ml 0,4 µM 10 g/L
4 12 ml 0,4 µM 25 g/L
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Alle forsøg er lavet ved 40 ◦. For at vurdere om forsøgene kan reproduceres og hvor stor en
statistisk usikkerhed der er laves forsøgene flere gange.
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3 Datapræsentation
Resultaterne fra forsøgsserien med varieret S0 vil nu blive præsenteret. På figur 11 ses koncen-
trationen af frit enzym over tid ved de forskellige S0. Det ses at der er et svagt fald i frit enzym
over tid og at dette er generelt for alle fire forsøg. Det ses også at den frie enzym koncentration
i forsøget med S0 = 25 g/l generelt er højere end de andre igennem forsøget. Data er valgt at
blive illustreret her med forbundne punkter. I appendix A.2 ses de samme data, præsenteret
uden at punkterne er forbundet.
På figur 12 ses ligeledes [P] over tid ved forskellige S0. Her ses en klar stigning i mængden
af produkt når S0 stiger. For forsøget med 25 g/l ses en tydelig burst fase i starten hvorefter
hældningen på kurven bliver mindre og nogenlunde konstant. Lignende tendens kan også ses
for 10 g/l, hvorimod det ikke er lige så tydeligt for 5 g/l og 1 g/l.
Figur 11: Koncentrationen af frit enzym over tid ved forskellige S0. Forsøget er lavet ved E0 = 0, 4µM og ved
T = 40◦C
For at undersøge hvor reproducerbare data er, er hvert forsøg gentaget flere gange. Forsøget
med 10 g/l blev gentaget 4 gange og data vises her på figur 13. Data fra de resterende forsøg
kan ses i appendix A.2.
Det ses at alle fire forsøg følger samme tendens, nemlig at der er en kort burst fase i starten
hvorefter hældningen aftager og de fortsætter nogenlunde lineært. Det ville være forventeligt at
datapunkterne lå oven i hinanden, men det kan observeres at disse kommer til at ligge længere
væk fra hinanden nu længere tid der gå.
For alle de reproducerede data gælder det at disse ikke er perfekte. De respektive forsøg følger
dog samme tendens og derfor er det valgt at disse er gode nok til det formål de har i rapporten.
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Figur 12: [p] over tid ved forskellige S0. Forsøget er lavet ved E0 = 0, 4µM og ved T = 40◦C
Figur 13: Forsøg med 10 g/l blev gentaget fire gange. Her ses #1 med blå, #2 med rød, #3 med grøn og #4
med lilla.
4 Fortolkning af model
4.1 Opskrivning af differentialligningssystem
Som nævnt i afsnit 1.1.1 vil vi i dette projekt undersøge om den reversible inaktiveringsmodel
kan beskrive trCel12A's nedbrydning af Avicel. For at kunne sammenligne de empirisk fundne
data og RI modellen opskrives der et differentialligninssystem ud fra modellen. Som sagt ser
RI modellen således ud
E + S
k1
k−1
ES
k2
E + P
k
3
k−
3
EX
(5)
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Fra model 5 kan der opskrives et system af differentialligninger. Ligningerne kan opskrives
ved hjælp af mass action kinetik, hvor man for første ordens reaktioner hvor A bliver til B har
følgende udtryk for reaktionshastigheden:
A
k−→ B , da
dt
= −ka og db
dt
= ka
Her angiver vi koncentrationen af A, altså [A], med a. Det samme for B. k er reaktionens rate-
konstant.
Har man en reaktion med to reaktanter gælder følgende
A+B
k−→ C , dc
dt
= kab og
db
dt
=
da
dt
= −kab
Hvis begge reaktionsretninger tages i betragtning vil udtrykket se således ud:
A
k1
k−1
B ,
da
dt
= k−1b− k1a og db
dt
= k1a− k−1b
Ud fra disse regler kan det tilhørende ligningssystem for model (5) opskrives. Her bruges
notatioen e, s, es, ex og p for koncentrationen af hhv. frit enzym, substrat, enzym-substrat
kompleks, inaktivt enzym-substrat kompleks og produkt. For at understrege forskellen på [ES]
og [E][S] skrives gangetegnet eksplicit mellem e og s.
de
dt
= −k1e · s+ (k−1 + k2)es
ds
dt
= −k1e · s+ k−1es
des
dt
= k1e · s+ k−3ex− (k−1 + k3 + k2)es
dex
dt
= k3es− k−3ex
dp
dt
= k2es
(6)
For at kunne sammenlige RI modellen med den mere simple model opskrives også for denne
et differentialligninssystem. Modellen ser som sagt således ud
E + S
k1

k−1
ES
k2−→ E + P
Og dette giver følgende system
de
dt
= −k1e · s+ k−1es+ k2es
ds
dt
= −k1 · e · s+ k−1es
des
dt
= k1 · e · s− k−1es− k2es
dp
dt
= k2es
(7)
4.2 Numerisk løsning i Matlab
I afsnit 1 blev der gennemgået hvordan [P] teoretisk vil se ud både ved brug af den mere
simple model og ved brug af RI modellen. Det er muligt at teste hvorledes disse teoretiske
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gennemgange stemmer overens med virkeligheden ved at løse de tilhørende differentiallignins-
systemer, (6) og (7). Dette gøres i programmet MATLAB hvor der bruges en numerisk løser af
differentialligninger kaldet ode45 (?). Koden kan findes i appendix C.
4.2.1 Valg af enheder
Når ligningssystemet skal løses skal startværdierne til ligningerne bruges. Dette vil altså sige
at vi skal bruge startkoncentrationen af enzym, E0, og Avicel, S0. E0 er noteret for alle forsøg
og findes i enheden mol/l, så dette kan indsættes direkte. Det er dog mere besværligt med S0.
Avicel er som sagt et krystallinsk stof som ikke er særlig blandbart med vand og derfor er det
en opslemning af Avicel i buffer der bruges som substrat. Den tilsatte mængde er afmålt i g/l.
Når man skal indsætte S0 som startbetingelse for ode45 solveren, så skal man overveje hvilken
enhed man vil have den med. I denne rapport er det valgt at indsætte S0 med enheden mol/l,
således at det stemmer overens med E0. Dette resulterer i at ratekonstanten k1 får enheden
1
Ms
. Omregningen af S0 fra g/l til mol/l er gjort ved hjælp af molvægte for cellubiose som er på
342 g/l. Ved at bruge denne har man antaget at alle cellubiose enheder i avicel er tilgængelige
for enzymet. Dette er dog en meget grov antagelse, da det ofte er således at på en cellulose
overflade er det kun en brøkdel af overfladen der kan angribes af enzymerne.
Når der senere i rapporten bliver estimeret værdier for k1, skal man være opmærksom på denne
startantagelse. Dette vil sandsynligvis betyde at k1 værdien ikke er rigtig, men en konstant
faktor forkert. Dette er dog gældende for alle forsøg, så på den måde kan k1 internt i de fire
forsøg godt diskuteres.
Udover startværdier skal der også indsættes værdier for ratekonstanterne når systemet skal
løses. Ratekonstanterne vil blive estimeret manuelt, altså ved at kigge på den resulterende graf
i forhold til data punkter og vurdere hvilke værdier der giver et tilfredsstillende fit. Modellen
plottes sammen med data fra forsøget med S0 = 25 g/l og E0 = 0, 4µl. På figur 14a ses der et
plot over den simple model, RI modellen og data når de ratekonstanter der passer godt til RI
modellen bruges.
Det ses at i denne situation vil den simple model giver en for høj værd af [P]. RI modellen
derimod ser mere lovende ud. På figur 14b er kun RI modellen og data plottet. Her ses det at
modellen ser ud til at passe godt på de fundne data. Desuden passer den også til den teoretiske
gennemgang, da der først ses en burst fase hvorefter hældningen bliver mindre.
Som sagt så er ratekonstanterne i simuleringen estimeret manuelt og er for figur 14a og 14b
sat til k1 = 9
1
M ·s , k−1 = 3, 1
1
s
, k2 = 42
1
s
, k3 = 0, 09
1
s
og k−3 = 0, 00041s .
For at kunne lave en mere grundig analyse af hvor godt RI modellen beskriver TrCel12A's
nedbrydning af Avicel er det nødvendigt at finde udtrykkende for p(t) og e(t). Dette vil gøre
det muligt at sammenligne de empirisk fundne data med modellen og gøre os i stand til at
estimere ratekonstanterne mere systematisk. Derfor vil vi nu løse systemet analytisk. Dette
betyder at vi vil få en løsning for hver ligning i systemet, altså udover at få et funktions udtryk
for p(t) og e(t) er det også muligt at få et udtryk for es(t) og ex(t).
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(a) Simulering af den simple model og RI model-
len sammen med et plot af emperiske fundne da-
ta for værdierne E0 = 0.4µM , E0 = 25g/l med
k1 = 9
1
M ·s , k−1 = 3, 1
1
s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 09
1
s og
k−3 = 0, 0004 1s .
(b) Simulering af RI modellen sammen med et
plot af empiriske fundne data for værdierne E0 =
0.4µM , E0 = 25g/l.
Figur 14
5 Analyse af RI modellen
5.1 lineær version af RI
Ligningssystemet for RI modellen, (6), er et system af differentialligninger. At det er et system
betyder at ligningerne afhænger af hinanden. Når sådan et system kun afhænger af en variabel
kaldes det ordinært. I vores tilfælde afhænger systemet af variablen tid, og er derfor ordinært.
Derudover indgår der kun afledte af første orden, hvilke gør at det er et system af førsteordens
ordinære differentialligninger (ODE) (Meiss 2007). Når man har sådan et system af ODE's vil
man gerne undersøge om det er muligt at løse det analytisk. Hvis det er muligt, vil det som
sagt også være muligt at fine et funktionsudtryk for e(t), p(t), es(t) og ex(t).
Generelt er det kun muligt at løse lineære systemer analytisk og ligningssystemet for vores RI
model (6) er ikke et lineært system. At et system er lineært betyder i vores tilfælde at ingen
ligninger indeholder e, p, es og ex ganget sammen. Altså at alle ligningerne udspringer fra første
ordens reaktioner. For eksempel ser udtrykket for de
dt
således ud
de
dt
= −k1e · s+ (k−1 + k2)es (8)
Her er det første led −k1e · s ikke lineært og derved er hele udtrykket ikke-lineært. Faktisk er
det eneste der gør systemet ikke-lineært at der findes e · s i nogle af leddene.
Systemet gøres lineært ved at antage at [S] er konstant igennem hele processen. Denne an-
tagelse vil holde når der bruges en meget større startkoncentration af substrat end enzym, altså
S0  E0. Rent matematisk kan en konstant koncentration af substrat ses som at dsdt = 0. Ved
at plotte de numerisk fundne værdier for koncentrationen af substrat og produkt over tid kan
det ses om denne antagelse er rimelig. På figur 15 ses dette plot.
Det ses at faldet i [S] i forhold til [P] er så lavt at det vil være en god approksimation at
sætte [S] = S0. Gøres dette vil den tilsvarende model se således ud, med α1 = k1 · S0.
16
Figur 15: [S] og [P] over tid fundet ved numerisk løsning til RI ved ratekonstanterne k1 = 9 1Ms , k−1 = 3, 1
1
s ,
k2 = 42
1
s , k3 = 0, 09
1
s og k−3 = 0, 0004
1
s og startværdierne E0 = 0, 4µM og S0 = 25 g/l.
E
α1
k−1
ES
k2
E + P
k
3
k−
3
EX
(9)
Det tilsvarede lignings system er således
de
dt
= −α1e+ (k−1 + k2)es
des
dt
= α1e+ k−3ex− (k−1 + k3 + k2)es
dex
dt
= k3es− k−3ex
dp
dt
= k2es
(10)
I systemet er der en bevaret størrelse, da de
dt
+ des
dt
+ dex
dt
= −α1e+(k−1+k2)es+α1e+k−3ex−
(k−1 + k3 + k2)es + k3es − k−3ex = 0. Dette betyder at den samlede mængde af enzym ikke
vil ændre sig igennem processen, altså er E0 = e+ ex+ es. Intuitivt giver dette fint mening at
der ikke sker en ændring i den samlede enzym koncentration, da enzymet ikke bliver påvirket
igennem reaktionen.
Den bevarede størrelse kan bruges til at eliminere ex i ligningerne da vi har [EX] = E0−e−es.
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de
dt
= −α1e+ (k−1 + k2)es
des
dt
= α1e+ k−3(E0 − e− es)− (k−1 + k3 + k2)es
dex
dt
= k3es− k−3(E0 − e− es)
dp
dt
= k2es
(11)
Det ses nu at de
dt
og des
dt
ikke afhænger af hverken es eller p og derved kan dette ses som et system
for sig selv. Desuden kan der omskrives på des
dt
udtrykket, således at der samles et kontant led.
de
dt
= −α1e+ (k−1 + k2)es
des
dt
= α1e+ k−3(E0 − e− es)− (k−1 + k3 + k2)es
= (α1 − k−3)e− (k−1 + k2 + k3 + k−3)es+ k−3E0
Systemet kan skrives på matriceform(
de
dt
des
dt
)
=
( −α1 k−1 + k2
α1 − k−3 −(k−1 + k2 + k3 + k−3)
)(
e
es
)
+ k−3E0
(
0
1
)
(12)
5.2 Løsning på det lineære RI system
Systemet her er et inhomogent lineært system og løsningen til dette vil være summen af den
generelle løsning til det homogene system og en særlig løsning til det inhomogene system. At
et system er inhomogent betyder at der er et konstant led på højre side.
Løsning til det homogene system
Vi starter med at kigge på det homogene system, som er (12) bare uden det sidste konstant
led. (
de
dt
des
dt
)
=
( −α1 k−1 + k2
α1 − k−3 −(k−1 + k2 + k3 + k−3)
)(
e
es
)
(13)
Generelt hvis man har et system på formen dx
dt
= Ax, hvor A er en n×n diagonaliserbar matrice
med reelle egenværdier så vil hver egenværdi give et bidrag til løsningen med x(t) = c0e
λtv hvor
λ er en egenværdi, v er dens tilsvarende egenvektor og c0 er en arbitrær konstant (Meiss 2007).
Har A k egenværdier kan man generelt sige at
x(t) =
k∑
i=1
cie
λitvi
Vi vil nu kigge på vores homogene system og udregne antallet af egenværdier. Det ses at
det er en 2 × 2 matrice og for disse matricer har vi fra Meiss (2007) at det karakteristiske
polynomium kan findes ved hjælpe af sporet (τ) og determinanten (δ).
p(λ) = λ2 − τλ+ δ = 0
τ ≡ tr(A) = −α1 − (k−1 + k2 + k3 + k−3)
δ ≡ det(A) = −α1 · −(k−1 + k2 + k3 + k−3)− (k−1 + k2)(α− k−3)
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For nemhedens skyld vælger vi at sige β = k−1+k2+k3+k−3. Egenværdierne til matricen findes
nu ved at finde rødderne til det karakteristiske polynomium λ± =
(−α−β)±
√
(−α+β)2+4(k−1+k2)(α1−k3)
2
.
Der er altså to egenværdier til systemet, λ1 = λ+ og λ2 = λ−.
Der kan udtrækkes en masse information om disse egenværdier, bl.a. at vi vil have reelle egen-
værdier når (−α + β)2 > 4(k−1 + k2)(α1 − k3) og at så længe dette gælder har hver egenværdi
præcis en tilhørende egenvektor. I dette tilfælde kan vi bruge vores generelle løsningsudtryk og
får derved
(
e
es
)
= c1v1e
λ1t + c2v2e
λ2t
De tilhørende egenvektorer kan findes ved at finde løsningen til Av1 = λv1.( −α1 k1 + k2
α1 − k3 −(k−1 + k2 + k3 + k−3)
)(
x1
x2
)
= λ
(
x1
x2
)
Eller som det tilsvarende ligningssystem
−α1x1 + (k1 + k2)x2 = λx1 (14)
(α1 − k−3)x1 − (k−1 + k2 + k3 + k−3)x2 = λx2 (15)
Ved omskrivning af (14) får vi at
(k−1 + k2)x2 = λx1 + α1x1
m
x2 =
x1(λ+ α1)
k−1 + k2
Egenvektorer kan ofte findes ved at vælge den første komponent selv og derefter udregne
den anden. Dette kan gøres da de??? Vi vælger at sætte x1 = k−1+ k2, da udregninger har vist
at dette giver pæne egenvektorer til slut. Derved får vi
x2 =
(k−1 + k2)(λ+ α1)
k−1 + k2
= λ+ α1
v =
(
k−1 + k2
λ+ α
)
Dermed har vi de to egenvektorer
v1 =
(
k−1 + k2
λ1 + α1
)
v2 =
(
k−1 + k2
λ2 + α1
)
Derved har vi en generel løsning til det homogene system. Vi vil nu finde den specifikke løsning
til det inhomogene system, således at løsningen til hele vores system kan findes.
Løsning til det inhomogene system
Det inhomogene system ser som bekendt således ud
(
de
dt
des
dt
)
=
( −α1 k−1 + k2
α1 − k−3 −(k−1 + k2 + k3 + k−3)
)(
e
es
)
+
(
0
k−3E0
)
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Hvis det antages at
(
e
es
)
er konstant så vil dette medføre at
(
de
dt
des
dt
)
= 0 og derved har vi
løsningen til det inhomogene system
0 = A
(
e
es
)
+
(
0
k−3E0
)
⇔
(
e
es
)
= −A−1 ·
(
0
E0k−3
)
Altså er den samlede løsning til systemet
(
e
es
)
= c1v1e
λ1t + c2v2e
λ2t +−A−1 ·
(
0
E0k−3
)
De to konstanter kan findes ved at indsætte startværdierne til t = 0, altså e(0) = E0 , es(0) =
0. Hvis vi sætter P = [v1, v2] fås(
E0
0
)
= P
(
c1e
λ1·0
c2e
λ2·0
)
− A−1
(
0
E0k−1
)
⇔ P−1 ·
((
E0
0
)
+ A−1
(
0
E0k−1
))
=
(
c1
c2
)
Både P−1 og A−1 findes ved ud fra metoden bevist i Howard & Rorres (2011), således at vi har
P−1 = 1
(k−1+k2)(λ2+α1)−(λ1+α1)(k−1+k2)
(
λ2 + α1 −(k−1 + k2)
−(λ1 + α) k−1 + k2
)
A−1 = 1−α1·−(k−1+k2+k3+k−3)−(α−k−3)(k−1+k2)
(−(k−1 + k2 + k3 + k−3) −(k−1 + k2)
−(α1 − k−3) −α1
)
A−1 ·
(
0
E0k−3
)
=
1
−α1 · −(k−1 + k2 + k3 + k−3)− (α− k−3)(k−1 + k2)
(−(k−1 + k2 + k3 + k−3) −(k−1 + k2)
−(α1 − k−3) −α1
)
·
(
0
E0k−3
)
=
(
E0k−3(−k−1−k2)
αk3+k−3(α+k−1+k2)−E0k−3α
αk3+k−3(α+k−1+k2)
)
(
E0
0
)
+ A−1 ·
(
0
E0k−3
)
=
(
E0(αk3+k−3α)
αk3+k−3(α+k−1+k2)−E0k−3α
αk3+k−3(α+k−1+k2)
)
(
c1
c2
)
= P−1 ·
((
E0
0
)
+ A−1
(
0
E0k−1
))
=
1
(k−1 + k2)(λ2 + α1)− (λ1 + α1)(k−1 + k2)
(
λ2 + α1 −(k−1 + k2)
−(λ1 + α) k−1 + k2
)
·
(
E0(αk3+k−3α)
αk3+k−3(α+k−1+k2)−E0k−3α
αk3+k−3(α+k−1+k2)
)
=
(
− E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ2)(k3+k−3))
(k2+k−1)(λ1−λ2)(αk3+k−3(α+k2+k−1))
E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ1)(k3+k−3))
(k2+k−1)(λ1−λ2)(αk3+k−3(α+k2+k−1))
)
For at kunne bevare overblikket vil vi fortsat notere disse med c1 og c2. Det er dog værd at
notere sig at konstanterne kun afhænger af ratekonstanterne samt E0, da egenværdierne også
udelukkende afhænger af ratekonstanterne.
Vi kan nu ud fra disse løsninger til e og es finde en analytisk løsning til ex og p. Først opskrives
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løsningen til e(t) og es(t).
e(t) = c1v11e
λ1t + c2v21e
λ2t − (A−1
(
0
E0k−3
)
)1
= c1(k−1 + k2)eλ1t + c2(k−1 + k2)eλ2t − E0k−3 −(k−1 + k2)
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(16)
es(t) = c1v12e
λ1t + c2v22e
λ2t − (A−1
(
0
E0k−3
)
)2
= c1(λ1 + α1)e
λ1t + c2(λ2 + α1)e
λ2t − E0k−3 −α1
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(17)
ex(t) kan findes ved at bruge at vi har den bevarede størrelse ex = E0 − e− es
ex(t) = E0 − e(t)− es(t)
= E0
−
(
c1(k−1 + k2)eλ1t + c2(k−1 + k2)eλ2t − E0k−3 −(k−1 + k2)
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
)
−
(
c1(λ1 + α1)e
λ1t + c2(λ2 + α1)e
λ2t − E0k−3 −α1
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
)
= E0 − (c1(k−1 + k2) + c1(λ1 + α1)) eλ1t − (c2(k−1 + k2) + c2(λ2 + α1)) eλ2t
− E0k−3 −(k−1 + k2)− α1
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(18)
Til sidst kan p(t) også findes ved at bruge udtrykket for es(t). Her skal der der så integreres fra
0 til t over hele udtrykket
p(t) =
∫ t
0
k2es(t)
=
∫ t
0
k2
(
c1(λ1 + α1)e
λ1t + c2(λ2 + α1)e
λ2t − E0k−3 −α1
α1β − (α1 − k−3)(k−1 + k2)
)
=
∫ t
0
k2c1(λ1 + α1)e
λ1t + k2c2(λ2 + α1)e
λ2t − k2E0k−3 −α1
α1β − (α1 − k−3)(k−1 + k2)
(19)
For at gøre integrationen nemmere samler vi konstanterne således at k2c1(λ1 + α1) = ε ,
k2c2(λ2 + α1) = σ , k2E0k−3 −α1α1β+(α1−k−3)(k−1+k2) = θ
p(t) =
∫ t
0
εeλ1t + σeλ2t − θ (20)
= ε
∫ t
0
eλ1t + σ
∫ t
0
eλ2t − θ
∫ t
0
1 (21)
= ε
[
1
λ1
eλ1t
]t
0
+ σ
[
1
λ2
eλ2t
]t
0
− θ [1]t0 (22)
= ε
(
1
λ1
eλ1t − 1
λ1
)
+ σ
(
1
λ2
eλ2t − 1
λ2
)
− θt (23)
= k2
(
c1(λ1 + α
λ1
(
eλ1t − 1)+ c2(λ2 + α)
λ2
(
eλ2t − 1)+ E0k−3α
(αβ − (α− k−3)(k−1 + k2)t
)
(24)
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6 Sammenligning af model og data
6.1 Fortolkning af model
Vi har nu funktionsudtryk for de forskellige dele i den lineære reversible inaktiveringsmodel,
nemlig e(t), p(t), es(t) og ex(t).
e(t) = c1(k−1 + k2)eλ1t + c2(k−1 + k2)eλ2t − E0k−3 −(k−1 + k2)
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(25)
es(t) = c1(λ1 + α1)e
λ1t + c2(λ2 + α1)e
λ2t − E0k−3 −α1
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(26)
ex(t) = E0 − (c1(k−1 + k2) + c1(λ1 + α1)) eλ1t − (c2(k−1 + k2) + c2(λ2 + α1)) eλ2t
− E0k−3 −(k−1 + k2)− α1
αk3 + k−3(α + k2 + k−1)
(27)
p(t) =
k2c1(λ1 + α)
λ1
(
eλ1t − 1)+ k2c2(λ2 + α)
λ2
(
eλ2t − 1)+ k2E0k−3α
(αβ − (α− k−3)(k−1 + k2)t (28)
Formålet med at udlede disse funktionsudtryk var at gøre det muligt at sammenligne mo-
dellen med data. Dette gøres ved at fitte modellen til data således at den passer "bedst"muligt.
Med bedst muligt er der i denne rapport valgt at bruge kvadratsummen som et mål for hvor
godt modellen fitter til data. Kvadratsummen vil blive noteret ssd og er defineret på følgende
måde
ssd =
n∑
i=1
(yi − f(ti))2
Hvor n er antallet af forsøg i data.
Der tages altså afstanden fra det i'te datapunkt, yi, til f(ti). f(ti) er funktionsudtrykket til det
tidspunkt der svare til yi. Afstandes sættes i anden og det summeres over aller datapunkterne.
Nu bedre modellen passer til data, nu lavere en ssd vil vi få.
6.2 Parameter fit
Når man har et funktions udtryk for p(t) og e(t), samt data for begge, vil det være oplagt at
undersøge om det er muligt at skrive et program der kan variere parametrene og finde det sæt
parametre der fitte modellen bedst muligt til data. Dette er også blevet forsøgt i dette tilfælde
ved hjælp af MATLAB funktionen fminsearch().
Den virker således at man først definerer en funktion, her kaldet sse, der finder kvadratsummen
mellem modellen med forskellige parametre og datapunktet til den angivet tid. Fminsearch tager
som input et sæt start værdier for parametrene og funktionen sse og leder efter et minimum for
sse funktionen til alle tider. Altså leder den efter det sted i omegnen af de angivet startværdier
for parametrene hvor sse er mindst. Ved en perfekt fit vil dette være lig 0.
For vores funktionsudtryk er det ikke muligt at skrive funktionsforskrifterne ind som de er
og undersøge for de bedst mulige ratekonstanter. Dette skyldes at det ikke umiddelbart er til
at se om nogle af konstanterne afhænger af hinanden og derfor vil det ikke være muligt at vide
om det er et lokalt eller globalt minimum funktionen finder. Det er altså muligt at finde en sæt
værdier for ratekonstanterne, men vi kan ikke afgøre om dette nu også er de bedste.
Det er derfor forsøgt at simplificere udtrykkene således at der kun er uafhængige parametre.
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Dette gøres ved at konstanterne slås sammen hvilke resultere i følgende udtryk
p(t) = b1e
λ1·t + b2eλ2·t + b3t+ b4 (29)
e(t) = a1e
λ1t + a2e
λ2t − a3 (30)
Hvor
b1 = k2
c1(λ1+α)
λ1
= −k2(λ1+α)E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ2)(k3+k−3))
λ1(k2+k−1)(λ1−λ2)(αk3+k−3(αk2+k−1))
b2 = k2
c2(λ2+α)
λ2
= k2(λ2+α)E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ1)(k3+k−3))
λ2(k2+k−1)(λ1−λ2)(αk3+k−3(α+k2+k−1))
b3 =
E0k−3α
α(k−1+k2+k3+k−3)−(α−k−3)(k−1+k2)
b4 = −k2 c1(λ1+α)λ1 −
k2c2(λ2+α)
λ2
λ1 =
(−α−(k−1+k2+k3+k−3))+
√
(−α+(k−1+k2+k3+k−3))2+4(k−1+k2)(α1−k3)
2
λ2 =
(−α−(k−1+k2+k3+k−3))−
√
(−α+(k−1+k2+k3+k−3))2+4(k−1+k2)(α1−k3)
2
a1 = c1(k−1 + k2) = −E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ2)(k3+k−3))(λ1−λ2)(αk3+k−3(αk2+k−1))
a2 = c2(k−1 + k2) =
E0α(k−3(k2+k−1)+(α+λ1)(k3+k−3))
(λ1−λ2)(αk3+k−3(α+k2+k−1))
a3 = E0k−3
−(k−1+k2)
α(k−1+k2+k3+k−3)−(α−k−3)(k−1+k2)
Ved brug af MATLAB er det muligt at finde en værdi for b1, b2, b3, b4, λ1, λ2, a1, a2 og
a3. Koden findes i appendix C.
Derved har vi et system af 9 ligninger med 5 ubekendte. Systemet er dog ikke lineært og derfor
er det ikke muligt at løse det som man normalt ville gøre, ved at sætte det på matriceform. Det
viser sig faktisk at det ikke er trivielt at løse systemet og at det kræver en grundigere analyse
af ovenstående ligningssystem før der kan siges noget om ratekonstanterne. Dette er undladt i
denne rapport.
6.3 Sammenligning af de forskellige S0
Da det ikke er muligt at fitte modellen til de målet data automatisk (ved MATLAB) er dette
blevet gjort manuelt. Med manuelt menes at for et sæt datapunkter er ssd blevet udregnet ved
at bruge et bestemt sæt ratekonstanter. Disse er så blevet ændret systematisk og på den måde
er det sæt ratekonstanter der giver den laveste ssd fundet. Dette er gjort for alle datasæt. Ud-
over at bruge ssd er en graf af p(t) og e(t) også blevet plottet ved hver ratekonstantssæt. Dette
gøres for at se hvordan grafen visuelt passer til data. Det kan nemlig hænde at den samme ssd
giver to meget forskellige kurver.
Ideelt bør ratekonstanterne ikke afhænge af S0 og derfor forblive de samme ved de forskel-
lige forsøg. Dette er dog ikke hvad der observeres ved at fitte modellen til de forskellige data
sæt. Det observeres yderligere at når modellen fittes til hhv. produkt og frit enzym data lavet
ved samme S0 fås ikke de samme ratekonstanter. I tabel 4 er ratekonstanterne, der give det
bedste fit til de forskellige datasæt, oplistet. Som det ses er der både et sæt ratekonstanter der
passer bedst til de frie enzym data og et sæt der passer bedst til produkt data. For at adskille
disse to noteres det sæt ratekonstanter der passer bedst til frit enzym data θ1 og det sæt der
passer bedst til produkt data θ2. Der er altså en θ1 og θ2 til hvert forsøg.
De bedste fit til data er grafisk illustreret i appendix B.
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S0 Fittet til k1 (
1
sM
) k−1 (1s) k2 (
1
s
) k3 (
1
s
) k−3 (1s) α1 (
1
s
)
25 g/l
e(t) 8 3.1 42 0.05 0.0015 0,584 θ1
p(t) 9 3.1 42 0.09 0.0004 0,657 θ2
10 g/l
e(t) 8 3.1 42 0.15 0.0015 0,232 θ1
p(t) 12 2 48 0.27 0.0004 0,348 θ2
5 g/l
e(t) 8 3.1 42 0.27 0.0004 0,12 θ1
p(t) 9 3.1 42 0.42 0.0004 0,135 θ2
1 g/l
e(t) 10 3.1 42 0.5 0.0004 0,029 θ1
p(t) 20 3.1 42 1.6 0.0004 0,058 θ2
Tabel 4: Tabel over de bedst fittede ratekonstanter til forskellige data. For hvert forsøg er der et sæt der passer
bedst til frit enzym data, θ1 og et sæt der passer bedst til produkt data, θ2.
RI modellen kan siges at bestå af forskellige delreaktioner. Halveringstiden for de forskellige
delreaktioner er blevet udregnet. Dette gøres for bedre at kunne sammenligne hvilke delreak-
tioner i RI modellen der er de hurtige, og hvilke der er langsomme. Halveringstiden for en
førsteordens reaktion er t 1
2
= ln(2)
k
og har enheden sekunder (?). Den siger altså noget om hvor
lang tid der skal til før den oprindlige koncentration er halveret. Da vi gerne vil holde halve-
ringstiden i samme enhed er den ikke udregnet med k1, men derimod α1. Som vi så i tabel 4 så
hver forsøg to sæt ratekonstanter der passer bedst, θ1 og θ2. Derfor er halveringskonstanterne
udregnet ved brug af de forskellige sæt.
S0 t 1
2
ES
k−1−−→E t 1
2
ES
k2−→E+P t 1
2
ES
k3−→EX t 1
2
EX
k−3−−→ES t 1
2
E
α1−→ES
25 g/l
0,22 s 0,02 s 13,86 s 462,10 s 1,19 s θ1
0,22 s 0,02 s 7,70 s 1732,87 s 1,06 s θ2
10 g/l
0,22 s 0,02 s 4,62 s 462,10 s 2,99 s θ1
0,35 s 0,01 s 2,57 s 1732,87 s 1,99 s θ2
5 g/l
0,22 s 0,02 s 2,57 s 1732,87 s 5,78 s θ1
0,22 s 0,02 s 1,65 s 1732,87 s 5,13 s θ2
1 g/l
0,22 s 0,02 s 1,39 s 1732,87 s 23,90 s θ1
0,22 s 0,02 s 0,43 s 1732,87 s 11,95 s θ2
Tabel 5: Halveringstiden af de forskellige delreaktioner i RI modellen
Som sagt blev der for hver forsøg fundet en θ1 og θ2. Der er lavet simuleringer af e(t) og
p(t) med hver af de forskellige ratekonstantssæt for hver S0. På figur 16 ses fittet med θ1 og θ2
for produkt data fra forsøget med S0 = 25 g/l. Det ses at fittet med θ1 passer meget dårligere
til data end θ2. Det er generelt for de forskellige S0 at θ1 giver en kurve der ligger over θ2.
På figur 17 ses fittene med både θ1 og θ2 for frit enzym data. Også her ses det at der er stor
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Figur 16: θ1 og θ2 fittet til prouktdata for forsøget med S0 = 25 g/l.
forskel på hvor godt modellen fitte til data alt efter om θ1 eller θ2 bruges.
(a) (b)
(c) (d)
Figur 17: RI modellen med ratekonstantssæt θ1 og θ2 fittet til enzym data for de forskellige forsøg.
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6.4 Koncentrationen af es(t) og ex(t)
Fra den analytiske udledning af RI modellen fik vi også et funktionsudtryk for es(t) og ex(t).
Dette gør det muligt at udregne hvor meget af det inaktive og det aktive kompleks der vil være
over tid. Funktions udtrykkene afhænger, ligesom e(t) og p(t), af ratekonstanterne. I afsnit 6.3
så vi at der for hver forsøg var forskellige sæt ratekonstanter for hver forsøg, θ1 og θ2. Derfor
er der lavet simuleringer med begge sæt ratekonstanter. Igen er θ1 simuleringen med det sæt
ratekonstanter der passer bedst til frit enzym data, og θ2 er det sæt ratekonstanter der passer
bedst på produkt data.
Det ses at der er en væsentlig forskel på om man bruger θ1 eller θ2 i de respektive forsøg.
Fælles for alle tilfældene er dog at langt største delen af det enzym, der er bundet i kompleks,
er bundet i det inaktive kompleks. Andelen af enzym bundet i aktivt kompleks er så lille at
den ikke ses på disse grafer. Et zoom af [ES] ses på figur 19. Her ses det at for alle forsøg ligger
koncentrationen nede i en størrelsesorden af 1·10−9 M. Til sammenlignet findes koncentrationen
af frit enzym og inaktivt-kompleks i størrelsesordenen 1 · 10−7 M. Derudover er det værd at
notere sig at [ES] for alle forsøgene ikke starter i (0,0), hvilke ville være forventeligt.
Dette kan forklares fra funktionsforskriften af es, hvor det ses at es(0) 6= 0 ved de valgte
ratekonstanter.
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(a) (b)
(c) (d)
(e) (f)
(g) (h)
Figur 18: Plot af es(t) og ex(t) ved brug af θ1 og θ2 ratekonstanterne for alle fire forsøg.
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Figur 19: Koncentrationen af det aktive kompleks over tid. θ1 og θ2 for hver forsøg er plottet
6.5 Sensitivitetsanalyse af ratekonstanterne
Da det har vist sig at ratekonstanterne variere alt efter hvilke datasæt der fittes til, er der lavet
en meget grov sensibilitets analyse af ratekonstanterne. Dette er gjort ved at undersøge hvor
stor en indflydelse på kvadratsummen de forskellige ratekonstanter har.
Der laves en række udregninger hvor alle parametre, pånær en, fastholdes og den variable para-
meter ændres med ±10 %. For hver udregnes den tilhørende kvadratsum og den procentmæssige
ændring i forhold til udgangspunktet. Des større en ændring i ssd der kommer ved at ændre
ratekonstanterne, jo mere senstive siges de at være.
Dette er en meget grov undersøgelse af sensibiliteten, men den giver et billede af hvilke rate-
konstanter der er sentitive og hvilke der ikke er.
Undersøgelsen er blevet lavet med udgangspunkt i det sæt ratekonstanter der blev fittet til
produktdata for forsøget med E0 = 4 · 10−7 og S0 = 25 g/l, altså k1 = 9 1sM , k−1 = 3, 1 1s ,
k2 = 42
1
s
, k3 = 0, 09
1
s
og k−3 = 0, 0004 1s . En oversigt over resultatet ses i tabel 6.
Det ses at der er stor forskel på hvor sensitive de forskellige ratekonstante er. Fx. sker der
en ændring på 26,6 % når k2 øges 10 %, hvorimod der kun sker en ændring på -0,6 % når k−1
ændres 10%.
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Tabel 6
k1 k2 k3 k−1 k−3
9 42 0,09 3,1 0,0004
+10% 9,9 46,2 0,099 3,41 0,00044
-10% 8,1 37,8 0,081 2,79 0,00036
k1 k2 k3 k−1 k−3 ssd % forskel
9 42 0,09 3,1 0,0004 2, 377 · 10−6
9,9 42 0,09 3,1 0,0004 2, 5657 · 10−6 7,938578
8,1 42 0,09 3,1 0,0004 2, 1698 · 10−6 -8,71687
9 46,2 0,09 3,1 0,0004 2, 9381 · 10−6 23,60538
9 37,8 0,09 3,1 0,0004 1, 8657 · 10−6 -21,5103
9 42 0,099 3,1 0,0004 1, 9223 · 10−6 -19,1292
9 42 0,081 3,1 0,0004 2, 981 · 10−6 25,41018
9 42 0,09 3,41 0,0004 2, 3635 · 10−6 -0,56794
9 42 0,09 2,79 0,0004 2, 3906 · 10−6 0,57215
9 42 0,09 3,1 0,00044 2, 7836 · 10−6 17,1056
9 42 0,09 3,1 0,00036 1, 9949 · 10−6 -16,0749
6.6 Specifik Aktivitet
Vi vil nu udregne den den specifike aktivitet af de enzymer der er bundet i det aktive kompleks,
det så kaldte turnover number. Turnover number giver et tal for hvor mange substrat molekyler
der bliver omdannet til produkt pr sekund for hver enzym, når enzymet er mættet med substrat
(Nielseon & Cox 2008). Da vi allerede antager at vi arbejder i området hvor S0  E0, kan vi
også antage at enzymet er mættet.
Vi får altså et tal på hvor effektive de enzymer der ikke er bundet i det inaktive kompleks er,
noget der ellers kan være svært at undersøge ud fra data. Den specifikke aktivitet findes ved at
dele hastigheden af produkt produktionen ved steady state, dPss
dt
, med koncentrationen af det
frie enzym, [E]ss.
vspec =
dPss
dt
[E]ss
Dette er gjort for alle forskellige S0 og med de forskellige ratekonstants sæt, θ1 og θ2. Det er
blevet vurderet at der til tiden 7000 sekunder er steady state i systemet, og det er derfor ved
denne tid at dPss
dt
og [E]ss er fundet.Resultatet kan ses i tabel 8.
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S0
dPss
dt
(M
s
) [E]SS (M) vspec (s
−1)
25 g/l
θ1 1, 58 · 10−7 2, 77 · 10−7 0,57
θ2 5, 79 · 10−8 9, 32 · 10−8 0,62
10 g/l
θ1 5, 96 · 10−8 2, 63 · 10−7 0,23
θ2 2, 36 · 10−8 7, 01 · 10−8 0,34
5 g/l
θ1 1, 64 · 10−8 1, 43 · 10−7 0,11
θ2 1, 1 · 10−8 9, 15 · 10−8 0,13
1 g/l
θ1 6, 26 · 10−9 2, 23 · 10−7 0,028
θ2 3, 56 · 10−9 6, 51 · 10−8 0,055
Tabel 7: Oversigt over den specifikke aktivitet ved steady state.
30
7 Diskussion
Der er nu blevet lavet en sammenligning af modellen og data. Vi vil i dette afsnit diskutere
hvad, man ud fra disse sammenligninger kan sige om modellen og hvorvidt denne kan beskrive
TrCel12A's nedbrydning af avicel. Derudover vil der blive kigget på hvilke informationer der
er blevet udledt om ratekonstanterne og hvad der kan konkluderes på baggrund af disse.
Der startes med at diskutere de umiddelbare problemer der observeres ved modellen når der
fittes til data.
7.1 Problemstillinger ved fit af model til data
Når der kigges på de resultater som fit af model til data giver, er det første og mest åbenlyse
problem at ratekontanterne ikke er konstante når S0 varieres. Det ses i tabel 4 at dette er et
todelt problem. For det første er de ikke konstante på tværs af forsøgene og for det andet er de
ikke konstante når der laves fit til produkt og frit enzym data fra samme forsøg. Der er flere
forklaringer på dette. En af dem er at vi ikke har fundet det rigtige sted i parameterrummet.
Dvs. at det kan være der findes et sæt ratekonstanter for θ1 og θ2 hvor θ1 = θ2. En anden grund
kan være at modellen ikke er god nok til at der kan findes et sted hvor θ1 = θ2. En tredje er at
data ikke er præcise nok til at kunne bruges som sammenligningsgrundlag.
Hvis vi kigger på frit enzym data, så kan det observeres at igen af de manuelle fit ikke ser
ud til at passe særlig godt. Det ser ud til at der er en tendens i data, hvor der inden for det
første sekund sker et fald i [E] fra startkoncentrationen på 4 · 10−7M og til et lavere niveau.
Derefter falder [E] svagt igennem resten af forsøget. Var modellen rigtig ville der først ses et
stejlt fald i [E] hvorefter det ville forblive på et konstant niveau når der er indtrådt steady
state i systemet. Der er altså en uoverensstemmelse mellem modellen og de observerede data.
Det er dog værd at bemærke at frit enzym data ikke er særlig gode. Med dette menes at der
ses en stor usikkerhed i data og det ikke har været muligt at reproducere data særlig godt.
Produktdata derimod virker umiddelbart bedre. Det har været mere succesfuldt at reproducere
disse og modellen beskriver tendensen der ses. Det skal dog tages i mente at frit enzym data
er i området med 1 · 10−7 M og at der her, i forhold til produkt data ved 1 · 10−3M, vil være
nemmere at se udsving.
Pga. de store usikkerheder i data, især frit enzym data, skal man være forsigtig med at konklu-
dere på de estimerede ratekonstanter. Hvis det skal undersøges om differencen i disse skyldes
modellen eller ej, vil det være nødvendigt at fitte til nogle mere præcise data. Dette gælder især
for frit enzym data, hvor modellens beskrivelse ser ud til at passe dårligst.
Som sagt ser fit af modellen til produktdata fornuftige ud og data serud til at følge samme tendes
som modellen, med en burst fase til start og derefter en konstant stigning i [P]. Det observeres at
nu lavere S0, nu dårligere et fit fås der. Dette kunne indikere at modellen er bedst når S0 er høj.
7.2 Tendenser i de estimerede ratekonstanter
Som diskuteret før så ses der en variation i de estimerede ratekonstantsæt. Variationerne hol-
der sig dog inden for en hvis størrelse og anses denne for at være lille kan der kigges på hvilke
tendenser der er i de estimerede sæt. For både θ1 og θ2 kan der ses en klar tendens på tværs af
de forskellige forsøg. Det gælder at k−3 er klart mindst, en størrelsesorden af 10−3 1s , derefter
følger k3 i en størrelsesorden 10
−2 1
s
, k−1 på 2-3 1s og k2 på 40-50
1
s
. k1 er den der variere mest
og findes i området 8-20 1
Ms
. En undtagelse er k3 i θ2 for forsøget med S0 = 1 g/l. Denne er på
1,6 1
s
og ligger dermed ret langt fra de andre k3 værdier.
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Når ratekonstanterne sammenlignes er det vigtigt at være opmærksom på enhederne. k1 har
enheden 1
sM
, hvorimod resten af konstanterne har enheden 1
s
. I afsnit 4.2.1 blev det diskuteret
at der ved rapporte start er taget et valg om at bruge S0 i mol/l, og at denne er fundet ved
at antage at alle cellobiose enheder på substrat overfladen kan angribes af enzymet. Dette er
en meget grov antagelse, da det realistisk set kun er en brøkdel af overfladen der kan angribes.
Dette gør at den estimerede værdi for k1 vil være en konstant faktor forkert i alle simuleringerne
og derved ikke direkte kan bruges i en sammenligning.
En anden, og mere intuitiv måde at undersøge dynamikken i modellen er ved at kigge på
halveringstiden af de forskellige delprocesser i vores model. Med delprocesser menes der de pro-
cesser der sker igennem forsøget, så som; enzym og substrat går sammen og bliver til kompleks,
ES omdannes til et inaktivt kompleks, Es omdannes til produkt og frit enzym, osv.
I tabel 5 er halveringstiderne for disse delprocesser udregnet. Her ses det, at der er en stor
forskel i hvor hurtigt de forskellige delprocesser går. Processen hvormed enzym frigives fra det
inaktive kompleks er meget langsom, for nogle S0 er halveringstiden 28 min. Hvorimod proces-
sen hvormed det aktive kompleks omdannes til produkt og frit enzym har en halveringstid på
0,02 sekunder. Der er altså en stor forskel i hastigheden hvorved de to de reaktioner foregår og
overordnet set kan det siges at EX
k−3−−→ES klart er det langsommste trin i hele modellen. Dette
medfører at det vil være det hastighedsbestemmende trin når der er indtruffet steady state.
At halveringstiden for delreaktionen EX
k−3−−→ES er så langsom indikere at når et enzym bin-
des i en af disse inaktive komplekser, så har det meget svært ved at omdannes til et aktivt
kompleks igen. Når denne process sker går det dog meget hurtigt for det aktive kompleks at
omdannes til rit enzym og produkt. Denne ophobning der sker af inaktive komplekser kunne
indikere at der ikke er meget af det bundne enzym der findes på aktivt kompleks form.
Ved indførelsen af modellen, i afsnit 1.1.1, blev det antaget at ligevægten
ES
k3
k−3
EX (31)
er meget langsommere end
E + S
k1
k−1
ES (32)
og at dette forklarede den burst fase der observeres i starten af forsøget. Ved udelukkende at
betragte de estimeret ratekonstanter og de tilhørende halveringstider så virker denne antagelse
god nok. Det skal dog huskes at værdien for k1, og dermed også α1, ikke er særlig pålidelige
pga. antagelern omkring S0.
Det vurderes at i forsøget med S0 =25 g/l er antagelsen omkring at (31) vil være væsentlig
langsommere end (32), og at dette resultere i en indledende burst fase, rigtig nok. Her ses det
at T 1
2
= 13, 86s for ES
k3−→EX og tilsvarende er T 1
2
= 1, 19 for E
α1−→ES.
Ved lavere S0 kan man derimod ikke se den samme forskel, da halveringstiden for ES
k3−→EX fal-
der når S0 falder og halveringstiden for E
α1−→ES stiger når S0 falder. Denne ændring i forholdet
mellem de to hastigheder forventes at kunne ses i [P] data. Her skulle det resulter i en kortere
burst fase. I appendix B ses en oversigt over de forskellige data og deres bedst fittede model-
kurve. Her ses ikke en klar forkortelse af burst perioden og derfor kan det ikke konkluderes om
den føromtalte antagelse er rigtig eller ej.
7.2.1 Sensitivitetsanalyse af ratekonstanterne
Der er blevet lavet en grov sensitivitetsanalyse af ratekonstanterne.Dette kan bruges til at danne
et billede om hvilke ratekonstanter der gør meget for modellen og hvilke der spiller en mindre
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rolle. Det ses at især k2 og k3 er meget sensitive og giver store forandringer på modellen når de
varieres, hvorimod k−1 ikke virker sensitiv. Dette betyder at det ikke med sikkerhed kan siges
om de estimerede værdier af k−1 er i det rigtige område af parameterrummet eller ej. Denne
kan ændres markant uden det opfanges af vores analyse.
Efter det blev observeret at k−1 ikke er særlig sensitiv er det blevet forsøgt at sætte k−1 = 0.
Det viser sig at dette resultere i en ændring på 6 % af ssd. Dette indikere at vores model i
nogen grad ikke er særlig afhængig af k−1 og at den evt. ved fremtidig arbejde med modellen
kan undlades.
I afsnit 6.2 blev det omtalt at en nærmere analyse af ligningssystemet var nødvendigt hvis
der skulle udvindes informationer om ratekonstanterne. I denne process er det interessant at
vide at en grov sensitivitets analyse har vist k−1 som ikke særlig sensitiv, hvorimod nogle af de
andre konstanter viser sig at være meget sensitive. Ved videre arbejde med denne model vil det
være oplagt at kigge på dette ligningssystemet fra afsnit 6.2 og analysere det, med henblik på
at få informationer om ratekonstanterne.
7.3 Koncentrationen af es(t) og ex(t)
En af de interessante ting man kan få ud af en model som vores, er at det er muligt at udregne
koncentrationen af es(t) og ex(t). Dermed er det muligt at undersøge hvordan forholdet mellem
de to komplekser er igennem forsøget. Dette er en information der er meget svær at måle i
laboratoriet og derfor er det en stor fordel at kunne udregne det på baggrund af kendte forsøg.
I afsnit 6.4 er koncentrationen af begge komplekser udregnet. Dette er gjort med θ1 og θ2 for alle
forsøg. Der er en klar tendens til at koncentrationen af det inaktive kompleks stiger i starten
af forsøget og derefter forbliver konstant. Interessant nok vil stort set al den bundne enzym,
ifølge modellen, være bundet i det inaktive kompleks. Sagt på en anden måde vil enzymet, når
det angriber cellulose strengen, enten katalysere hydrolysen hurtigt eller sidde fast i et inak-
tivt kompleks. Som diskuteret tidligere vil dette inaktive kompleks være meget langsomt i den
modsatrettede process og dermed vil der ske en ophobning af enzymer fastholdt i det inaktive
kompleks.
Det er muligt at udregne den specifikke aktivitet, hvilke er gjort i afsnit 6.6. Den specifik-
ke aktivitet kaldes også turnover number og siger noget om hvor aktive de enzymer, der ikke er
bundet i det inaktive kompleks, er. Ved udelukkende at kigge på data for frit enzym og produkt
kan det ikke vurderes hvor stor en andel af enzymerne der er "fanget"i inaktivt kompleks og
derved ikke er aktive. Altså er det heler ikke til at sige hvor stor en del af enzymerne der er
med til at lave det arbejde der bliver udført. Dette kan den specifikke aktivitet vise.
En oversigt over værdierne for specifik aktivitet ved hver forsøg ses i tabel 8.
s0 = 25 g/l s0 = 10 g/l s0 = 5 g/l s0 = 1 g/l
vspec model 1 0,57 s
−1 0,23 s−1 0,11 s−1 0,028 s−1
vspec model 2 0,62 s
−1 0,34 s−1 0,13 s−1 0,055 s−1
Tabel 8: Tabel over den specifikke aktivitet, udregnet i afsnit 6.6
Som det ses i tabel 8 så aftager aktiviteten af enzymerne når S0 falder.
Altså kan det konkluderes at enzymerne ser ud til at blive mere effektive nu højere start-
koncentrationen af substrat er. Dette strider mod antagelsen om at enzymerne er mættet med
substrat. I dette tilfælde bør ændringer i S0 ikke influere aktiviteten.
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7.4 Problemstillinger ved substrat
I denne rapport kigges der som sagt på TrCel12A's nedbrydning af Avicel ved hjælp af RI
modellen. Før vi gik i gang med at bruge modellen blev der lavet en række antagelser omkring
substratet. I afsnit 4.2.1 omtales at substratet i forsøget er en opslemning af Avicel i buffer og at
dette er afvejet i g/l, men at det i modellen bruges i mol/l. Der er dog også en anden antagelse
omkring substratet ved RI modellen. I modellen er substratet nemlig beskrevet som noget der
interagere med enzymet i et 1:1 forhold, hvor en substrat enhed omdannes til en produkt enhed.
Denne tankegang med at interaktionen mellem enzym og substrat kan beskrives som var det to
molekyler der kollidere og ved en vis frekvens danner et kompleks, resultere i en del fejlkilder.
Det vides at Avicel, og celluloser generelt, består at lange glukosekæder der danner en overflade
hvor enzymerne kan angribe. Skal modellen være mere virkelighedsnær bør den derfor tage høj-
de for at enzymet angriber visse dele af denne overflade. Mængden af disse tilgængelige steder
på overfladen kan evt. bruges som et mål for substrat i modellen. Det vides dog ikke hvor stor
en andel af overfladen der består af disse tilgængelige steder. Desuden kan man forestille sig
at det kan variere afhængigt af om vi er på et meget krystallinsk eller amorft sted på substratet.
Hvis det skal indbygges i modellen at substratet er en overflade hvorpå enzymet binder sig
og derefter enten indgår i et inaktivt kompleks eller hydrolysere et produkt, kunne RI modellen
se ud som model 33. Her tages der højde for at der efter processen er løbet igennem er sub-
strat tilbage. Dette substrat,S*, vil dog være anderledes end det oprindelige da der er blevet
fraspaltet et produkt.
E + S
k1
k−1
ES
k2
E + P + S*
k
3
k−
3
EX
(33)
Antager vi at [S] er konstant, som der antages når RI modellen gøres lineært, så vil dette gives
os den samme model som der kom ud af lineæriseringen af RI modellen.
E
α1
k−1
ES
k2
E + P
k
3
k−
3
EX
(34)
Man kan diskutere om antagelsen med at [S] = S0 kan retfærdiggøres i vores tilfæle med Avicel
som substrat. Vi indførte den for at kunne lineærisere systemet og derved finde en analytisk
løsning. Men hvis vi tænker på substratet som en overflade, kan denne antagelse godt vise sig
at være lidt problematisk. Argumenterne for at vi kunne antage S0 til at være konstant var at
S0 >> E0, samt at det numeriske plot af [S] stort set var konstant i forhold til [P]. Det kunne
dog tænkes at denne måde at se på substratet ikke er holdbart. I stedet for at kigge på hvor
meget substrat der er i forhold til enzym, skal man måske kigge på hvor mange "angrebsste-
der"der er på substratet. Med angrebssteder menes steder på overfladen, hvor det er muligt for
enzymet at angribe. Hvis vi antager at det kun er en brøkdel af overfladen der består af disse
angrebssteder, så kan det tænkes at vi ikke er i en situation hvor antallet af angrebs steder er
meget større end antallet af enzymer, og at enzymerne dermed ikke er mættet med substrat.
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Tidligere blev det vist hvordan den specifikke aktivitet af enzymerne faldt når S0 faldt. Vi
udelukker den forklaring at enzymet er blevet mindre aktivt fra forsøg til forsøg, da disse er
lavet inden for en uge. Dermed kan dette fald i aktiviteten kun skyldes at vi har ændret S0 (da
alle andre parametre i forsøgene er ens). Den øgede aktivitet indikere at antallet af angrebsste-
der på overfladen ved S0 = 25 g/l er større end ved S0 = 1 g/l. Hvis dette er sandt betyder det
at forsøgene ikke er lavet med S0  E0 og enzymerne dermed ikke er mættet med substrat. Er
dette sandt, vil antagelsen om konstant [S] ikke holde og den lineære løsning på modellen kan
ikke bruges.
I følge vores RI model er der kommet stedy state i systemet i løbet af de 9000 sekunder
forløbet kører. Det kunne være interesant at undersøge om dette nu også er tilfældet. I Murphy
et al. (2012) nævnes det at RI modellen nok kun kan anses for at være beskrivende inden for
det første stykke tid af nedbrydningsprocessen og at processen over længere tid sandsynligvis
vil blive påvirket af andre mekanismer end denne ene reversible inhibitering. Det kunne derfor
være interessant at undersøge processen på en længere tidsskala end der er gjort i dette projekt.
I følge RI modellen er der indtrådt steady state og der vil ske en kontant stigning i [P] ved
et længere forsøg hvilke er noget der kan undersøges. Ud fra tanken om at substratet er en
overflade med et vist antal angrebs steder kunne forestille sig at produkthastigheden, dp
dt
, vil
falde over tid når der bliver færre og færre af disse angrebs steder.
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8 Konklusion
I dette projekt er det blevet undersøgt i hvilken grad kinetikken for TrCel12A's nedbrydning
af Avicel kan beskrives af den reversible inaktiverings model og hvad man på baggrund af den
analyse kan sige om ratekonstanterne. Det kan konkluderes at det ikke har været muligt at finde
eksakte værdier for ratekonstanterne og at en videre analyse af det resulterende ligningssystem
højst sandsynlig vil kunne bidrage med flere informationer om disse.
Det har dog været muligt at estimere ratekonstanterne og ud fra disse estimater kan det ses
at omdannelsen af inaktivt kompleks til aktivt kompleks er det hastighedsbestemmende trin i
processen. Der er på baggrund af en analytisk løsning af RI modellen udregent koncentrationerne
af det aktive og inaktive kompleks. Det blev fundet at langt størstedelen af det enzymet der er
bundet i kompleks, er bundet i inaktivt kompleks.
Den specifikke aktivitet er udregnet ved de forskellige substrat startkoncentrationer, S0, og
denne er fundet til at falde når S0 formindskes. Dette indikere at enzymet ikke er mættet med
substrat og at vi i de udførte forsøg ikke, som først antaget, har haft S0 >> E0.
Om modellen kan det konkluderes at den er i stand til at beskrive tendenserne der ses i data,
med en burst fase i starten og et efterfølgende fald i aktiviteten. Det er dog også observeret
at den passe bedre til beskrivelse af produkt data end til beskrivelse af frit enzym data. Før
arbejdet med modellen begyndte blev der lavet en række antagelser omkring substratet. Det
foreslås at ved videre arbejde med modellen så tilpasses den således at der tages højde for
at interaktionen mellem enzym og substrat er en overflade process og ikke to molekyler der
kollidere.
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Appendices
A Data
A.1 Data fra forsøg med varieret E0
Frit enzym data
Der blev udført forsøg ved varierende E0. Her er data for frit enzym samlet.
Figur 20: Samlet oversigt over [E] over tid for forsøgene med varieret E0. Disse data er også
fremvist i rapporten i afsnit 2.4.1.
produkt data
Figur 21: Samlet oversigt over [P] over tid for forsøgene med varieret E0. Disse data er også
fremvist i rapporten i afsnit 2.4.1.
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A.2 Data fra forsøg med varieret S0
Samlet frit enzym data fra forsøg med varieret S0
Figur 22: Samlet oversigt over [E] over tid for forsøgene med varieret S0. Disse data er også
fremvist i rapporten i afsnit 3 og forskellen er at her undlades stregerne mellem punkterne.
Gentagelse af forsøge med varrieret S0
Produktdata over tid Grafisk fremstilling af produktdata over tid fra forsøgsserie med
varierende S0. Hvert forsøg er gentaget to gange under de samme betingelser. I rapporten
omtales også et forsøg lavet ved S0 = 25 g/l. Dette forsøg er kun lavet en gang g vises derfor
ikke her.
Figur 23: [P] over tid for S0 = 1 g/l. De to forsøg er lavet under samme betingelser hvor # 1
lavs først og # 2 efterfølgende.
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Figur 24: [P] over tid for S0 = 5 g/l. De to forsøg er lavet under samme betingelser hvor # 1
lavs først og # 2 efterfølgende.
Frit enzym over tid
Figur 25: Frit enzym over tid for S0 = 1 g/l. De to forsøg er lavet under samme betingelser
hvor # 1 lavs først og # 2 efterfølgende.
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Figur 26: Frit enzym over tid for S0 = 5 g/l. De to forsøg er lavet under samme betingelser
hvor # 1 lavs først og # 2 efterfølgende.
Figur 27: Frit enzym over tid for S0 = 10 g/l. De fire forsøg er lavet under samme betingelser
hvor # 1 laves først og # 4 tilsidst.
B Model fittet til data
Model fittet bedst muligt til [P] og [E] data
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(a) [P] over tid for S0 = 25 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 9
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 09
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
(b) [E] over tid for S0 = 25 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 8
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 05
1
s ,k−3 = 0, 0015
1
s .
Figur 28
(a) [P] over tid for S0 = 10 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 12
1
sM , k−1 =
2 1s , k2 = 48
1
s , k3 = 0, 27
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
(b) [E] over tid for S0 = 10 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 8
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 15
1
s ,k−3 = 0, 0015
1
s .
Figur 29
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(a) [P] over tid for S0 = 5 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 9
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 42
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
(b) [E] over tid for S0 = 5 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 8
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 27
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
Figur 30
(a) [P] over tid for S0 = 1 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 20
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 1, 6
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
(b) [E] over tid for S0 = 1 g/l. RI modellen er
fittet med ratekonstanterne k1 = 10
1
sM , k−1 =
3, 1 1s , k2 = 42
1
s , k3 = 0, 5
1
s ,k−3 = 0, 0004
1
s .
Figur 31
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C Matlab kode
Numerisk løsning af simpel model og RI
Funktionen for simpel model
% k1=k1 , k_-1=k4 , k2=k2
function dy=simpel(k, t, y)
dy(1)=-k(1)*y(1)*y(2)+(k(4)+k(2))*y(3);
dy(2)=-k(1)*y(1)*y(2)+k(4)*y(3);
dy(3)=k(1)*y(1)*y(2)-(k(4)+k(2))*y(3);
dy(4)=k(2)*y(3);
dy = dy';
end
Funktionen for RI
% k1=k1 , k_-1=k4 , k2=k2 , k3=k3 , k_-3=k5
function dy=RI(k, t, y)
dy(1)=-k(1)*y(1)*y(2)+(k(4)+k(2))*y(3);
dy(2)=-k(1)*y(1)*y(2)+k(4)*y(3);
dy(3)=k(1)*y(1)*y(2)+k(5)*y(4)-(k(4)+k(3)+k(2))*y(3);
dy(4)=k(3)*y(3)-k(5)*y(4);
dy(5)=k(2)*y(3);
dy = dy';
end
Numerisk løsning af RI
clear all
%Ratekonstantere defineres
k(1)=9
k(2)=42
k(3)=0.09
k(4)=3.1 %k_{-1}
k(5)=0.0004 %k_{-5}
%Startværdier for funktionen
x(1)= 4*10^(-7) %start af Enz (M)
x(2)= 0.073 % start af Sub (M)
x(3)=0
x(4)=0
x(5)=0
%Numerisk løsning af RI modellen
[t,y]=ode45(@(t,y) RI(k,t,y) , [0 9000] , x);
koncE=y(:,1);
koncS=y(:,2);
koncES=y(:,3);
koncEX=y(:,4);
koncP=y(:,5);
%Plot den numeriske fundne [P]
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figure
plot(t,koncP)
hold on
%Data loades ind og scaleres til de rigtige enheder
load 0_4E25S.dat
datakoncP= X0_4E25S
load tid0_4E25S.dat
datatid= tid0_4E25S
%koncentrationer scaleres
jkon=datakoncP*10^-3
%tid scaleres
tid=datatid*60
%Plot data
plot(tid,jkon,'*')
title('k(1)=9 k(2)=42k(3)=0.09k(4)=3.1k(5)=0.0004')
legend('model','data')
ylabel('(mol/l)')
xlabel('tid(sek)')
Fminsearch
ssd funktion
function sse=produkt1_function(params, input, actual_output)
b1 = params(1);
b2 = params(2);
b3 = params(3);
b4 = params(4);
l1 = params(5);
l2 = params(6);
Fitted_Curve=b1*exp(l1*input)+b2*exp(l2*input)+b3*input+b4; %Funktionsudtryk for p(t)
%med generelle konstanter
Error_vector=Fitted_Curve - actual_output;
sse=Error_vector'*Error_vector;
Brug af Fminsearch
%Vi vil her fitte data til funktionen med de generelle parametre
clear all
close all
%loaer data
load 0_4E25S2.dat
actual_Output = X0_4E25S2 * 10^(-3); %Nu har vi data konc. i mol/L
load tid0_4E25S2.dat
x = tid0_4E25S2*60; % Nu har vi tid i sekunder
%bruger fminsearch
initial_pars = [-0.000114, 1, 0.00001, 0.000139 , -0.009,-45.91];
options = optimset('display','off');
[est, Eval] = fminsearch(@produkt1, initial_pars, options, x, actual_Output);
%For at kunne tegne udtrykket
fit_curve = est(1)*exp(est(5)*x)+est(2)*exp(est(6)*x)+est(3)*x+est(4);
%Se hvad error^2 er
Error_vector=fit_curve - actual_Output;
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Error=Error_vector'*Error_vector;
%Plotter data og grafen med de estimeret parametre
plot(x,fit_curve)
hold on
plot(x,actual_Output,'*')
legend('fminsearch','Data')
est
Error
ylabel('[P](mM)')
xlabel('tid (sek)')
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